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緒言
グ リ シ ン は体 内 で生合成 さ れ る非必須 アミノ酸の一種 で あ り 、 タ ンパク質 の構成成分 と
し て利用 さ れ る だけ で な く 、 H甫乳類 の中枢 神経系 に お い て神経伝達物質 と し て機能す る こ
と が知 ら れて い る 。 グ リ シ ン に よ る 神経伝達は、 2種類 の受容体：strychnine感受性グ リ シ
ン受容体（ GlyA） お よ び strychnine非感受性 グ リ シ ン受容体（ GlyB） を介し て行 なわ れ る 。
GlyA は 5 つ のサブユニ ット か ら 成 るクロ ラ イドチャネル で、 抑制性の神経伝達を行 な う 。
一方 、 GlyB は NMDA受容体 の NRl サブ、ユニ ッ ト上 に存在 し 、 興奮性 の神経伝達を担 う
(Kuryatov et al. 1994; Legendre, 2001) (Fig. 1）。
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Fig. 1. The structure of strychnine-sensitive and -insensitive glycine receptors. 
活 動電 位依存的 に シナプ ス間隙 に放出 さ れ た グ リ シ ン は 、 グ リ シ ン作動性神経シナプ ス
に お い て は 、 シナプ ス 後膜 に発現す る GlyA に結 合 し て神経の興奮性を抑制 し 、 グルタミ ン
酸作動性神経シナプ ス にお い て は 、 シナプ ス 後膜 に発現す る NMDA受容体 の グ リ シ ン結 合
部 位（ GlyB） に結 合し て神経の興奮性 を促進す る（ Fig. 2） 。
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Fig. 2. Schematic diagram of synapse in the central nervous systems. 
こ の よ う に グリ シ ン は、 神経の興奮性に対して抑制 と興奮 と い う 、相 反す る 作用 を持つ。
シナプ ス間隙 の グ リ シ ン濃度は、 グ リ シ ン ト ラ ンスポ ータ ー1 (GlyTl） お よ びグリ シ ン ト
ラ ン スポ ータ ー2 (GlyT2） に よ り 制御 さ れ て い る（Aragon and Lopez-Corcuera, 2005）。
GlyTl は主 に ア ストロサ イ ト お よ び グルタミ ン酸神経に（ Cubelos et al. ,  2005; Raiteri et 
al., 20 10）、 GlyT2 は グ リ シ ン神経終 末 に局 在 し てい る（Jursky and Nelson, 1995）。 GlyTl
ノ ック ア ウト マ ウ ス の海馬 に お い て、 NMD A受容体 機能が賦活 さ れて い た こ と か ら 、 GlyTl
は NMD A 受容体 を含む興奮性 シナプ ス間隙 に お い て グ リ シ ン濃度 を調整 し てい る こ と が
示唆 さ れて き た（ Gabernet et al., 2005）。 ゆ え に、 GlyTl 阻害薬は NMD A受容体 機能を促
進する と考 え られて い る 。
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マウ ス を用 い た試験に お い て、 NMDA受容体 を活性化 す るこ と に よ り 不安様行 動 が惹 起
さ れた と す る 報告（ Miguel and Nunes-de-Souza, 2008） か ら、 Glyfl 阻 害 薬 は GlyB の活
性化 を介 し て不安惹 起作用 を持つ可能性が あ る 。 一方、 GlyTl 阻害薬で あ る SSR504734
が 、 ラット の contextual conditioned fear の獲得 お よ び表 出の両方 を減弱 さ せ る と の報告
(Nishikawa et al. ,  2006） や 、 ラ ッ ト 新生仔 の母仔分離誘発時 鳴反応 を抑制 す る と の報 告
(Depoort訂e et al., 2005） か ら 、 抗不安作用 を持つ可能性が示唆 さ れて い る 。 さ ら に 、 NMDA
受容体 ア ンタゴニ スト で あ る MK-801 お よ びDL ·amino·5 ·phosphonovaleric acid (A p5) 
(Kehne et al., 199 1） や、 GlyB ア ンタゴ‘ニ ス ト で あ る’7-chlorokynurenic acid (7-Cl-KYN) 
('I》ullas et al., 1989） が 、 げ っ歯類 に お いて抗不安様作用 を示すこ と が報告 さ れて い る。 こ
れ ら の報告 か ら、 GlyTl の抗不安 様作用 は、 GlyB の活 性化 に よ っ て 引 き 起こ さ れた も の で
は な いこ と が 示唆 さ れ る 。 し か し、 どち ら の グ リ シ ン受容体 が抗不安様作用 に寄与 し て い
る かについて は、 未 だ十分な検証 が な さ れて い なし1 。
近年、 GlyTl 阻 害 薬が行 動 に 与 え る影響 に お い て、 GlyB だけ ではな く GlyA も 重要 な役
割 を担 っ てい るこ と が示唆 さ れて い る 。 Kopec ら（ 2010） は GlyTl 阻 害剤 に よ る マウ ス の
活 動性克進が GlyA ア ンタゴ、ニ スト で あ る strychnine に よ り措 抗す るこ と を報告 し て い る 。
さ ら に、 ラ ット の アルコール 依存症モデル おけ る GlyTl 阻害薬 の アルコール摂取 抑制作用
に、側坐核 の GlyA が関 与 し て い る可能性が示唆 さ れて い る（ Molander et al., 2007; Li必et
al., 2011）。
本研究で は、 GlyTl 阻害薬 に よ る 抗不安様作用 に対 し て 、 GlyA お よ び GlyB の どち ら
が主 に寄 与す る か を 明 ら か に す るこ と を 目 的とし、 薬理 学的手法で検証 を行 な っ た。
第 1 章 に お い て 、 薬物の抗不安様作用 の評価方 法 と し て 用 い ら れ る 母仔誘発晴 鳴反応 測
定の基礎 的 な条件検討 を行 な っ た。
第 2 章 に お い て、 GlyTl 阻害薬の抗不安様作用 に対 す る GlyA あ る い は GlyB の関 与 を
明 ら かにする ため 、GlyA ア ンタゴニ ス ト strychnine お よび、GlyB ア ンタゴニ ストL·687,414
. 3 ・
に よ る効果 を検討し た。
母仔分離誘発暗鳴反応 試験は ラ ット 新生仔 を用 い る が、 発達期 の新生仔 と 成獣 と は標 的
タ ンパク質 の発現量や 分布 、 さらに は機能が異 な る可 能性 も あ り 、 成獣の不安状態 を反映
す る か否 かに つ い て疑問 が残 る 。 そこ で第 3 章では、 成熟 し た動 物 に おけ る GlyTl 阻害薬
の抗不安様作用 を検証 す る 目 的 で、 マ ウ ス 成獣を用 い た 明 暗箱 試験 を行 な っ た。 さらに 、
GlyTl 阻害薬が海馬細胞外 グ リ シ ン濃 度 に及ぼ す効果 を、 ラ ッ ト を用 い た microdialysis 試
験に よ り 検討 し た。
. 4・
第1章 ラット新生仔を用いた母仔分離誘発時鳴反応測定に関する
基礎検討
1. 1.序論
神経科学研究 に お い て は “感情” の分子基盤解 明 に マ ウ スや ラ ッ ト な ど の実 験動 物 が 活
用 さ れて い る 。 こ の よ う な研究 に お い て は 、 動 物 の感情 を推察す る ため に 、 嫌悪刺激 か ら
の逃避 潜時や血中コルチコ ステロ ン量 な ど の行 動学的 、 あ る い は 生理 学的指標 が 用 い ら れ
る 。 こ れ ら の指標 に加 え 、 動 物 の感情 に関 す る情 報 を得 る手法 と し て 、 超音 波音域 に おけ
る 暗鳴反応 の測定が あ る 。 Anderson (1954） は 、 成熟 ラ ッ ト を社会的 に隔 離 し た際、 ラ ッ
ト が 23 -28 kHz の超音 波音域 で鳴 く （暗鳴反応 ） こ と を初め て発見 し た。 さ ら に、 幼若 マ
ウ ス を母獣 と 同腹 仔か ら 引 き 離 し た際に、 幼若 マ ウ ス が 50 -70 kHz の 暗鳴反応 を示す こ と
を Zippelius と Schleidt (1956） が報告 し た。 そ の後 の研究成果 に よ り 、 こ の暗鳴反応 か ら
げ っ歯類 の情 動 に関 す る情 報 を得 ら れ るこ と が 明 ら か と な っ た。 Brudzynski ら （1999） は、
ラ ッ ト の新生仔が 40 kHz周辺 をピーク と して l OO ms 以 下の暗鳴反応 を示す こ と を 明 ら か
に し、 さ ら に 、 こ の晴 鳴反応 は主 に不安等 の嫌悪感情 と関連 す るこ と （Shair et al., 2003) 
が報告 さ れて い る 。 暗鳴反応 が 30 kHz 以上で あ る こ と は、 げ っ歯類 を捕食対象 と す る鳥類
な ど の可聴音域 上限 が約 20 kHz で あ る こ と と関連 す る と推察 さ れて い る （Branchi et al., 
2001）。 げ っ歯類 の新生仔は 目 が聞 いて お らず 、 体毛 が な い こ と か ら体 温調節能 も限 られて
い る ため 、 新生仔期 に母獣か ら 離れ る こ と は致 命的 と な る 。 そ こ で仔 ラ ット は 、 母獣に必
要 な ケ ア を行 な っ て も ら う ため 、 時 鳴反応 を示す こ と に よ っ て自身 の状態 を母親 に知 ら せ
る と考 え ら れ て い る （Wohr and Schwarting, 2008）。
ベ ンゾジ アゼピ ンや選択 的セロ トニ ン再取 り込み阻害薬 の よ う に 、 臨床 で有効 性が確 認
さ れて い る 抗不安薬が、 こ の暗鳴反応 を抑制 す るこ と か ら （Insel et al. ,  1986; Winslow and 
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Insel, 1991）、 本評価法は抗不安作用 の 予測性の あ る 動物モデ、ルで、 あ る と考 え ら れて い る 。
本研究では、 ラ ッ ト 新生仔 に おけ る 母仔分離誘発暗鳴反応 を 不 安 の指標 と し て用 い る こ と
と し、 本章においては、 そ の測定系 の基礎 的 な検討を行 っ た。
1.2.方法
(1） 使用 動物
日本チヤール ス ・ リバー （ 東 京） よ り 購入 し た Sprague-Dawley 系雄性お よ び雌 性 ラ
ッ ト（実 験開始時に実 験 1 : 5- 14、 17日齢 、 実 験 2 : 10日齢） 、 お よ びそ の母獣 を 使用
し た。 動物は 室 温（ 25± 1℃ ）、 12 時間 の 明 暗サ イクル（ 7 :00・ 19:00） 条件 下 、 餌水自由
摂取で、飼育 を行 な っ た。 全て の動物実 験は、 エ ーザイ 株式会社におけ る 動物実 験委員 会
の 承 認の 下 で行 なわ れた。
(2） 母仔分離誘発暗鳴反応 試験 (Ultrasonic vocalization test) 
試験は Olivier ら（ 1998a 1998b） の方 法を一部 改変 し て行 な っ た。 仔 ラ ッ ト を 、 母
獣か ら 分離 し た後 、防音 箱 内 に設置 し たプ ラ スチ ック シ リ ンダー に 室 温で 3 分間放置 し 、
シ リ ンダー上部 に設置 し たマ イクロフ ォ ン に よ り 暗鳴反応 を 集音 し た（ Fig. 4）。 解 析 に
は Sonotrack ™ measurement system (Metris, Netherland） を 使用 し 、 30 70 kHz の
発 声回数 を計数し た。 試験後 は直ち に仔 ラ ッ ト を母獣の元 に戻 し た。
実 験 1 では、 生後 5日－ 14日齢お よ び 17日齢 の仔 ラ ッ ト を母獣か ら 引 き 離 し 、 そ の
直 後 か ら 3 分間 の時 鳴反応回数 を測定 し た。 実 験 2 では、 生後 10日齢 の仔 ラ ッ ト を母
獣か ら 引 き 離 し た直 後 一3 分後 、 3- 6 分後 、 6- 9 分後、 9-12 分後 、 お よ び 12- 15 分後 ま
での各 3 分間 の暗鳴反応回数 を測定し た。
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Fig. 4. Schematic diagram of ultrasonic vocalization test in rat pups. 
1.3.結果
(1） ラ ッ ト の日齢 に よ る時 鳴反応回数の変化
生後 5日－ 14日齢、 お よ び 17日齢の 仔 ラ ッ ト を母獣から引 き 離 した直 後の 3 分間 の
時 鳴反応回数 を測 定 し た結 果、 生後 10日齢 で暗鳴反応回数 は最大値 を示 し、 11日齢以
降は減少 した（ Fig. 5a）。
(2） 母仔分離からの 時間 経過 と 暗鳴反応回数の 変化
生後 10日齢のイ子 ラ ット を母獣から引 き 離 した直 後 － 3 分後、 3-6 分後、 6-9 分後、 9-
12 分後、 お よ び 12-15 分後の各 3 分間 の 暗鳴反応回数 を測定 し た結 果、 母獣から引 き
離し た直 後 から 3 分間 の 暗鳴反応回数 が最 も 多 く 、 その 後、 次 第に減少し た（ Fig. 5b）。
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Fig. 5. Effects of post natal day or time afte r separation on the number of mate rnal separation-
i nduced ultrasonic voca lizations (USVs) in rat pups. 
The number of USVs was measured for 3 min i m mediately after separation of the pups from 
their mother a nd littermates at post natal  day 5 to 14 and 17 (a). The num ber of USVs was 
measu red for 3 min at each t ime-point after separation from their mother a nd littermates ( b). 
Data are presented as mean± S.E.M. N = 5 per group.  
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1.4.考察
ラ ッ ト 新生仔 を用 い て 、 母仔分離誘発時 鳴反応 の回数 を測定 し た結 果 、 生後 10日齢 の動
物 が最大回数 を示 した。 ま た 、 母仔分離直 後 に 最 も時 鳴反応回数 が 多 く 、 時間 と と も に減
少 す るこ と が 明 ら か と な っ た。
既 報 に よ る と 、 母仔分離誘発時 鳴反応回数 の日齢 に よ る変化 は、 マウ ス に お い て も そ の
系統 に よ っ て 大 き く 異 な る 。 CD· l マウ ス は生後 7 日齢 でピーク を示す が 、 C57BL/6 や
BALB/c は生後 3日齢 にピ クー を示す（ Bell et al., 1972; Elwood and Keeling., 1982）。 こ の
よ う な暗鳴反応 の増加 は 、 意欲 に関 与 す る 脳部 位の発達 と呼吸機能の発達が要因 と考 え ら
れて い る 。 一方 、 生後 14日齢頃 を境 に時 鳴反応 がほぼ 検出 さ れ な く な るこ と は 、 マウ ス・
ラ ット問 、 同種異 系統間でほぼ 一致 し て い る 。 生後 14日齢 は、 目 が 開 く 時期 と一致 し て お
り 、 成長と と も に暗鳴反応 の必要 性が低 く な っ てい く と考 え ら れ る 。
以降の実 験に お い て は 、 生後 10日齢 の ラ ッ ト 新生仔 を 用 い て 、 母仔分離直 後 3 分間 の 暗
鳴反応回数 を測定す る こ と と し た。
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第2章 GlyTl阻害薬の母仔分離誘発時鳴反応抑制作用に対する
strychnine感受性グリシン受容体の関与
2.1.序論
グ リ シ ン は GlyA お よ び GlyB と い う二 つ の作用部 位 を持つが、 マ ウス 脳由 来初代培養 神
経細胞 において、 グ リ シ ン が NMDA受容体 を 活 性化 す るこ と （ Johnson and Ascher, 1987) 
が最初 に報告 され て以 来、 グ リ シ ン の主 な作用点、すなわち GlyT l 阻害薬の主 な 作用点 は、
GlyB の 活 性化 に よ る NMDA受容体 機能の促進で あ る と考 え られ て き た。 しかし なが ら、
近年、 さ まざ ま なタ イプ の選択 的 GlyT l 阻 害 薬 が創出 され 、 それ ら を用 い た基礎 研究が発
展 し た結 果、 GlyTl 阻害薬の薬理 学的作用 は GlyB のみ を介 し た も の では な いこ と が示唆 さ
れ た（ Kopec et al., 20 10; Lido et al., 2011）。 ま た、 げ っ歯類 を 用 い た試験に お い て、 GlyTl
阻害薬が抗不安様作用 を持つこ と が示唆 され て い る（ Depoortere et al., 2005; Nishikawa 
et al., 2006）。 一方 で、 NMDA受容体措 抗薬 に よ り 抗不安様作用 が認め られ る と し 、 う 報告
(Kehne et al., 1991） や、 GlyB に対 す る グ リ シ ン結 合能を低 下 さ せ た遺 伝子改変 動物 に お
いて抗不安様行 動 が観察 され て い る（ Labrie et al., 2009） こ と か ら、 GlyTl 阻害薬 の 作用
機序が GlyB を介 し た NMDA受容体 の機能促進であ る と い う 定説 に疑問 が生じ た。
そ こ で本章では、 母仔 分離誘発暗鳴反応 試験 を 用 い て 、 GlyTl 阻 害 薬 の抗不安様作用 に
対 し て、 抑制性 GlyA お よ び興奮性 GlyB が どの程 度寄与 し て い る の か を試験 し た。
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2.2.方法
(1） 使用動物
第 1 章 と 同じ く 、 日本チヤ ルー ス ・ リバー （ 東 京） よ り 購入 した Sprague-Dawley
系雄性お よ び雌性 ラ ット （実 験開始時に 10日齢）、 お よ びそ の母獣 を 使用 し た。 動物は
第 1 章 と 同じ条件 に て飼育 し た。
(2） 薬物調整
SSR504734、 ALX5407 お よ び L-687,414 はエ ーザイ 株式会社（茨城） で合成 し た。
diazepam は 和 光純薬工業 株 式会 社（ 大阪） か ら 購入 し た 。 escitalopram は AK
Scientific (Union City, CA） か ら 購入 し た。 strychnine は Sigma-Aldrich (St. Louise, 
MO） か ら 購入 し た。 SSR504734 (3、 10 お よ び 30 mg/kg） は精製 水 に溶解 し 1規 定の
塩酸で pH を 6-7 に調整 し た。 ALX5407 (0. 1、 0.3 お よ び 1 mg/kg） は精製 水 に溶解 し
1 規 定の水酸化ナ ト リウ ム で pH を 6-7 に調整 し た。 escitalopram (0.3、 1 お よ び 3
mg/kg） は saline に溶解 し た。 strychnine (0. 1、 0.2 お よ び 0.4 mg/kg） は saline に溶
解 し 1規 定の 塩酸で pH を 6-7 に調整 し た。 diazepam (0.3、 1 お よ び 3 mg/kg） は 0.5%
methyl cellulose に 懸濁 し た。 L-687,414 (10、 30 mg/kg） は 0.3% Tween 80/saline iこ
溶解 し た。 各試験 に お い て 、 対照 群 と し て各薬物 の溶解 に用 いた溶媒 のみ を投与 し た
vehicle群 を設 定 し た。 各化 合物の投与 用 量は、 過去 に 報告 さ れた結 果 を 参照 し て決 定
し た（ Olivier et al. ,  1998a; Sanchez et al., 2003; Depoort訂e et al., 2005; Kopec et al., 
20 10）。 全て の 薬物 は用 時調整 し 、 10 ml/kg 体 重 の容 量 で投与 し た。 SSR504734、
diazepam お よ び escitalopram は試験の 1 時間前 に、ALX5407 は試験の 3 時間前 に、
それぞ れ経口投与 し た o strychnine お よ び L-687,414 は試験の 30 分前 に皮 下投与 した。
(3） 母仔分離誘発時 鳴反応 試験 (Ultrasonic vocalization test) 
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仔 ラ ッ ト を、 母獣か ら 分離 し た直 後、 防音 箱 内 に設置 し たプ ラ スチ ックシ リ ンダ ー に
室 温で 3 分間放置 し、シ リ ンダー上部 に設置 し た マイクロフ ォ ン に よ り 暗鳴反応 を 集音
し た。 解析 に は Sonotrack ™ measurement system (Metris, Netherland） を 使用 し、
30-70 kHz の発 声回数 を計数 し た。 試験後 は直ち に仔 ラ ット を 母獣 の 元 に戻 し た。
(4） 直腸 温度測定お よ び正向 反射 の観察
ラ ット 新生仔の母仔分離誘発暗鳴反応 の 抑 制 が 薬物 の中枢 抑制作用 に よ る二 次 的 な
効果 か否 かを評価する目 的で、 直腸 温度測定お よ び正向 反射観察 を行 な っ た。 暗鳴反応
を抑制 し た最 小用 量、 お よ び抑制 し な か っ た最 大用 量 を試験す る ため、 SSR504734 (10 
お よ び 30 mg/kg）、 ALX5407 (0.3 お よ び 1 mg/kg）、 diazepam (0.3 お よ び 1 mg/kg）お
よ び escitalopram (0.3 お よ び 1 mg/kg） の 8群 と、 対照 群 と し てそれぞ れの溶媒 のみ
を投与 し た vehicle群 を設 定 した。 正向 反射 は動物 の姿勢 反射 の 一種 で、 頭 を正 し い位
置 に保 持 し よ う と す る働 き で あ り 、 麻 酔作用や筋弛緩 作用 に よ り消 失する 。 仔 ラ ット を、
背中 を床につけ た状態で、置 き、 元 の腹臥姿勢 に戻 る ま で の 時間 を 上限 値 15秒 で計 測 し
た。 試験は、 母仔分離誘発時 鳴反応 試験 と 同じタ イミ ン グで行 い、 正向 反射 を測定 し た
直 後 に、直腸 温度 を測定 し た。 直腸 温度 は、直腸プロー プ（ Physitemp Instruments, Inc. ,  
Clifton, NJ） お よ び TX1002 digital thermometer （ 横河メ ータ＆ イ ン スツルメ ンツ 株
式会社、 東 京） に よ り 測定 し た。 試験後 は直ち に仔 ラ ット を母獣の元 に戻 した。
(5） 統計解析
群聞 の 統計 学的有意性は、 Kruskal Wallis 検定に て評価 し た後、 Dunn’s multiple 
comparison test あ る い は Mann- Whitney U test に よ り解析 し た。 有意水準 は、 両側
5% と した。 全て の 統計解析 は、 GraphPad Prism software version 6.0 for Windows 
(GraphPad Software, San Diego, CA) を 用 い て1T な っ た。
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2.3.結果
(1) Gly Tl 阻害薬お よ び抗不安薬の母仔分離誘発暗鳴反応 に対す る 作用
SSR504734 は、 30 mg/kg 投 与群 において母仔分離誘発暗鳴反応 を 有意 に抑制 し た
(Fig. 6a）。 一方、ALX5407 は、1 mg/kg投 与群 において暗鳴反応 を 有意 に抑制 し た（ Fig.
6b）。 SSR504734 お よ び ALX5407 は どち ら も正向 反射 お よ び直腸 温度に は影響 を及ぼ
さ なかっ た（ Table 1 ,  2）。 さ ら に、diazepam (Fig. 6c） お よ び escitalopram (Fig. 6d） は
どち ら も 1 あ る いは 3 mg/kg 投 与群 において、 暗鳴反応 を有意 に 抑制 し、 正向 反射
お よ び直腸 温度に影響 を及ぼ さ な かっ た（ Table 1,  2）。
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Fig. 6. E仔ects of SSR504734, ALX5407, diazepam, or escita lopram on the n u m ber of maternal 
separation-induced u ltrasonic voca lizations (USVs) in rat pu ps. 
SSR504734 (a), diazepam (c), or escita lopram (d) was admi nistered ora l ly 1 h prior to the test. 
ALX5407 (b) was admin istered ora l ly 3 h prior to the test. The n u m ber of USVs was measu red 
for 3 m i n  im mediately after separation of the pups from their mother a nd littermates. Data 
are presented as mea n士S. E . M . N = 8-9 per group. *P < 0.05， 料P < 0.01, com pared with the 
vehicle-treated control group (Kruskal-Wallis followed by Dun n’s test). 
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Ta ble 1 
Effects of SSR504734, ALX5407, diazepam, or escitalopram on r ighting reflex. 
SSR504734, diazepam, or escitalopram was orally administered 1 h prior to the test. ALX5407 
was orally adm i nistered 3 h prior to the test. 
Compound Dose Mean 土 S.E.M. 
(mi/kil (sec) 
Vehicle < 1.0 
SSR504734 10 < 1.0 
SSR504734 30 < 1.0 
Vehicle < 1.0 
A以5407 0.3 < 1.0 
ALX5407 1 2.5 主 1.50 
Vehicle 1.3 ± 0.25 
Diazepam 0.3 < 1.0 
Dlazepam 1 < 1.0 
Vehicle < 1.0 
Escltalopram 0.3 < 1.0 
Escltalopram 1 3.3 土 2.25 
Data a re presented as mean± S.E.M.  N = 4 per grou p. Each treatment group was compared with 
its vehicle-treated control group. 
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Table 2 
Effects of SSR504734, ALX5407, d iazepam, or escitalopram on rectal tem peratu re. 
SSR504734, d iazepam, or escitalopram was orally administered 1 h prior to the test. ALX5407 
was orally admin istered 3 h prior to the test. 
i Dose ‘ Compound l 1 Mean ± S.E.M. ! (mg/kg) ! 
Vehicle ! - I 36.9 主 0.17
SSR504734 I 10 1 36.6 ± 0.20 
SSR504734 I 30 i 36.7 ± 0.21 
Ve hie 
ALX5407 i 0.3 l 36.7 ± 0.29 
ALX5407 ! 1 i 36.1 ± 0.14 
Vehicle i - l 36.7 ± 0.18 
1・・ ・ 4 ・u ・・ ・ ・ .. . 十“
Diazepam ! 0.3 ! 36.7 ± 0.18 
Diazepam ! 1 j 36.2 ± 0.29 
Vehicle ! · j 36.9 土 0.13
Escitalopram t 0.3 ! 36.3 ± 0.32 一・…”ナ”・・
Escitalopram ! 1 [ 36.1 ± 0.30 
Data are presented as mean± S.E.M.  N = 4 per group. Each treatment gro u p  was com pared with 
its veh icle-treated control group. 
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(2) GlyA ア ンタゴ、ニ ス ト で あ る strychnine に よ る 母仔分離誘発暗鳴反応 抑制作用 に対
す る桔 抗作用
母イ子 分離誘発暗鳴反応 の回数 は、 0. 1 あ る いは 0.2 mg/kg の strychnine単独 投与群
に お い て は変化 が認め ら れ な か っ たが、 0.4 mg/kg投与群 に お い て、 vehicle 投与群 と
比較し て有意 に増加 し た（ Fig. 7）。 SSR504734 に よ る時 鳴反応 抑制作用 は、 strychnine
0.2 あ る いは 0.4 mg/kg 投 与群 において 用量 依存的かつ有意に桔 抗 さ れた（ Fig. 8a）。
ALX5407 に よ る時 鳴反応 抑制作用 は strychnine 0.2 あ る いは 0.4 mg/kg 投 与群 にお
いて用量 依存的かっ 有意に桔 抗 さ れた（ Fig. 8b）。 一 方 、 diazepam に よ る 暗鳴反応 抑制
作用 あ る い は escitalopram に よ る 暗鳴反応 抑制作用 は、 どち ら も strychnine に よ っ
て桔 抗 さ れな か っ た（ Fig. 8c, d）。
- 17 -
Strychnine 
市800 
600 
200 
400 
長 凶 2 。 』 S E 2 2
0.4 0.2 
Dose (mg/kg, s.c.) 
0.1 Vehicle 
。
Fig. 7. E仔ects of strychnine on the number of maternal separation-ind uced ultrasonic 
vocalizations (USVs) in rat pups. 
Strychnine was su bcutaneously admin istered 30 min prior to the test. The n u m ber of USVs 
was measu red for 3 m i n  immediately after separation of the pups from their  mothers and 
littermates. Data are presented as mean± S.E. M .  N = 9-10 per group. *P < 0.05, com pared 
with the vehicle-treated control group {Kruskal-Wal l is followed by D u n n’s test). 
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Fig. 8. E仔ects of strychnine on SSR504734・， A LX5407-, diazepam- or escitalopram-induced 
decreases in the n u m ber of maternal separation-induced u ltrasonic vocalizations (USVs) i n  rat 
pu ps. 
SSR504734 (a), diazepam (c) or escitalopram (d) was orally administered 1 h and A LX5407 ( b) 
was orally administered 3 h prior to the test. In both tests, strychnine was admin istered 
su bcutaneously 30 min prior to the test. The nu mber of USVs was measured for 3 min 
immediately after separation of the pups from their mothers and littermates. Data are 
presented as mean± S.E.M. N = 8-10 per group.  **P < 0.01, com pared with the vehicle-treated 
control group (Mann-W hitney U test). #p < 0.05, ##p < 0.01, com pared with the group treated 
with SSR504734 alone or A LX5407 alone (KruskalーWallis fol lowed by D u n n’s test). 
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(3) GlyB ア ンタゴ、ニ スト で あ る L-687,414 に よ る 母仔分離誘発時 鳴反応 抑制作用 に対
す る 作用
母仔分離誘発時 鳴反応 の回数 は、 10 mg/kg の L-687,414 単独 投与群 に お い て は変化
vehicle 投与群と 比較 し て 有意 に30 mg/kg 投与群 において、が認め ら れなかっ た が、
さ ら に、 SSR504734 に よ る 暗鳴反応 抑制作用 は L-687,414 に よ っ減少 した（ Fig. 9）。
て桔 抗 さ れなかっ た。 L-687,414 は、 む しろSSR504734 に よ る時 鳴反応 抑制作用 を増
強す る傾向 に あ っ た が、 統計 学的 な有意差 は認め ら れ な か っ た（ Fig. 10）。
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Fig. 9. E仔ects of L-687,414 on the n u m ber of mate rnal separation-induced u ltrasonic 
vocalizations (USVs) in rat pu ps. 
L-687,414 was su bcutaneously administered 30 min prior to the test. The n u m ber of USVs 
was measu red for 3 min immediately after separation of the pups from their mothers and 
littermates. Data are presented as mea n± S.E .M.  N = 10 per grou p. **P < 0.01, compared 
with the vehicle-treated control group (Kruskal-Wallis followed by Dunn’s test). 
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Fig. 10. Effects of L-687,414 on SSR504734・induced decreases in the nu mber of maternal 
separation-induced u ltrasonic vocal izations (USVs) in rat pu ps. 
was L-687,414 and test prior to the h 1 administered orally was SSR504734 
min prior to the test. The nu mber of USVs was su bcutaneously ad min istered 30 
measured for 3 min immediately after separation of the pups f rom thei r  mother and 
litter mates. Data are presented as mean ± S.E.M. N = 9-10 per group. **P < 0.01, 
com pared with the vehicle-treated control group (Man n-Whitney U test). 
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2.4.考察
本章の結果 よ り 、 GlyTl 阻害剤 に よ る 母仔分離誘発時 鳴反応 の抑制 作用 は、 GlyB受容体
ではな く GlyA受容体 を介 し て い るこ と が示 さ れた。 ま た 、 diazepam お よ び escitalopram
に よ る 暗鳴反応 抑制作用 に は GlyA受容体 が関与 し て い な いこ と も 明 ら か と な っ た。
diazepam や escitalopram と し 、 っ た臨床で効果 が証 明 さ れてい る 抗不安薬は、 ラ ッ ト 新
生仔の母仔分離誘発時 鳴反応 を有意に抑制 し た。 こ の結果 はこ れ ま での報告 と も一致 し て
お り 、 母仔分離誘発時 鳴反応 試験は、 化 合物 の抗不安作用 を 予測 し う るこ と を 示唆 し て い
る 。 ま た 、 本章では GlyTl 阻害薬で あ る SSR504734 が母仔分離誘発時 鳴反応 を 有意 に抑
制する と い う過去 の報告（ Depoortere et al., 2005） を再 現 し た。 さ ら に、 SSR504734 と は
化 学構造 の異 な る GlyTl 阻害薬で あ る ALX5407 を用 いて試験 を行 な っ た結果 、 ALX5407
を 1 mg/kg 経口投与 す るこ と に よ り 、 母仔分離誘発暗鳴反応 が有意 に抑制 さ れ るこ と を見
出 し た。 し か し な が ら 、 こ の結果 は 、 成熟 ラ ッ ト を 用 い た行 動 薬理 学的試験 に お い て 、
ALX5407 が 3 mg/kg あ る い は 10 mg/kg で抗不安様作用 を示 さ な かっ た と す る過去 の報告
(Harsing et al., 2003） と矛盾 す る 。 こ の矛盾 は、 投与 し て か ら 試験 を実施 す る ま での 時間
や投与 経路 の違 い に起因 す る可能性が あ る 。 Harsing ら（ 2003） はALX5407 を腹腔 内投与
し て 30 分後に試験を行 な っ てお り 、 筆者 ら は 3 時間 後 に行 な っ た。 ALX5407 は そ の構造
中 に アミ ノ酸構造 を持つ（Atkinson et al., 2001） こ と か ら 、 SSR504734 と 比較 し て脳移行
性が緩徐 であ る可能性が示唆 さ れ る 。 実 際、 ラ ッ ト を用 いた microdialysis 試験に お い て 、
ALX5407 の ラセミ体 で あ る（± ） －NFPS ( 1 0  mg/kg） を経口投与 後 に 、 脳細胞外の グ リ シ ン
濃度は徐々 に増加 し 、 前 頭皮質 に お い て は 3 時間 後 、 小脳 に お い て は 6 時間 後 に最大値 に
達す るこ と が示 さ れて い る（ Perry et al., 2008）。 ま た Kinney ら（ 2003） は、 ALX5407 (1 
mg/kg） を マ ウ ス に 2 時間前 に腹腔 内投与 す るこ と に よ り 、 prepulse inhibition 試験にお
い て 、 効果 を示したこ と を報告 し て い る 。 し た が っ て ALX5407 の抗不安様作用 は、 脳細胞
外 グ リシ ン濃度の挙 動 を考慮 す るこ と に よ り捕捉 し得 る と考え ら れ る。
- 22 -
新生仔の時 鳴反応 は、 筋弛緩 作用や体 温変化 の よ う な中枢 抑制作用 に影響 を受け る可 能
性が報告 さ れてお り （ Olivier et al. 1998a 1998b）、 本研究で認め られた暗鳴反応 の抑制作
用 が、 中枢 抑制 に よ る も の で は な いこと を明確 にす る必要 が あ る 。 diazepam は暗鳴反応 抑
制 作用 を 示す用 量 に お い て、 体 温低 下作用 を示すこと が 報 告 さ れて い る （ Olivier et al., 
1998a） が、 筆者 ら の実 験において は、 diazepam は薬効 用 量で直腸 温度 を低 下 さ せな か っ
た。 こ の結果 か ら、 diazepam に よ る 暗鳴反応 抑制 は抗不安作用 を反映 し て い ると考 え ら れ
る 。 本研究では escitalopram も 薬効 用 量で直腸 温度や 正向 反射 に影響 を及ぼ さ な いこと を
明 ら かに し た が、 こ の結果 は、 選択 的セロ トニ ン再取 り込み限害薬が体 温、 運 動協調性、
正向 反射 に影響 を及ぼ さ な いこと を 示 し た過去 の 報 告と一致 し て い る （ Olivier et al., 
1998b; Hodgson et al., 2008）。 さ ら に筆者 ら は、 SSR504734 が薬効 用 量 に お い て直腸 温度
お よ び正向 反射 に影響 を及ぼ さ な いこと を示 し た が、 こ の結果 は、 Depoortere ら（ 2005)
に よ る SSR504734 の 薬理 学的作用 に関 す る 報告 に お い て、 ラ ッ トや マ ウ ス に おいて行 動異
常 が認め ら れたと す る記載 が なか っ たことと一致 し て い る 。 ま た、 ALX5407 も 薬効 用 量に
お い て直腸 温度お よ び正向 反射 に影響 を及ぼ さ なか っ た。 い く つ かの研究 にお い て、 高 用
量 の ALX5407 は協調運 動失調 を 引 き 起こ すこと が指摘 さ れて い る 。 例 えばHarsing ら
(2006） は、 ALX5407 の ラセミ体 で あ る（±） －NFPS を マ ウ ス に 30 mg/kg 腹腔 内投与 す る
と運 動機能障害を 生じ ること を報告 し て い る。 ま た、 Perry ら（ 2008） は、（士） －NFPS を ラ
ッ ト に 30 mg/kg 経口投与 し た 際 に運 動機能障害お よ び歩 行異常 が認め ら れ、 それ ら の異常
は 10 mg/kg の用 量 で は認め ら れ な いこと を示 し て い る。 さ ら に Kopec ら（ 20 10） は、
ALX5407 を マ ウ ス に 6 mg/kg 腹腔 内投与 し た際に過剰 な運 動活 性を誘発 し た が、 3 mg/kg 
で は そ の 作用 が な いこと を報告 し て い る。 本研究では、 ALX5407 の母仔分離誘発時 鳴反応
抑制作用 は 1 mg/kgと い う低 用 量で認め ら れてお り 、 こ の用 量 に お いて、 直腸 温度 の低 下
や運 動 量増加 な ど の異常行 動 は観察 さ れな か っ た。 し た が っ て筆者 ら は、 ALX5407 に よ る
母仔分離誘発暗鳴反応 抑制作用 は、 化 合物 の中枢 抑制 に よ る二 次 的 な作用 で は な いと考 え
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て い る 。 す なわち 、 上記 の結果 は、 GlyTl 阻害薬が抗不安様作用 を持つ こ と を示唆 す る も
の と考 え られ る 。
次 に筆者 ら は、 GlyTl 阻害薬 に よ る 抗不安様作用 に お い て 、 GlyA あ る い は GlyB の どち
ら が主 に寄与 し て い る の かを試験 し た。 抑制性 GlyA と興奮性 GlyB は神経の興奮性 に対 し
てちょ う ど正 反対 の作用 を担 う受容体 であ る 。 GlyTl 阻害薬は、 GlyTl が NMDA受容体 の
近傍 に位置 し て い るこ と か ら 、 NMDA 受容体 を効率 的 に 活 性化 す る と考 え られ て き た
(Smith et al., 1992）。 し か し な が ら GlyTl は後脳 に 高 い発現を示す こ と が知 られ て お り
(Jursky et al., 1994; Herdon et al., 20 10）、 GlyA の局 在 と 一致 し て い る （Zarbin et al., 
198 1） こ と か ら 、 GlyTl 阻害薬は GlyA の活性化 に も寄与 し て い る可 能性が あ る 。 本研究
に お い て 、 GlyTl 阻害薬 に よ る 抗不安様作用 が GlyA ア ンタゴニ ス ト で あ る strychnine に
よ っ て桔 抗 され 、 GlyB ア ンタゴ、ニ ス ト で あ る L-687,414 に よ っ て桔 抗 され なか っ た こ と か
ら 、 GlyTl 阻害薬の抗不安様作用 は GlyA を介 し て い る こ と が示 され た。 strychnine は 0.4
mg/kg 投与群 に お い て 母仔分離誘発暗鳴反応 を 有意 に増加 さ せた が 、 0.2 mg/kg 投与群 に
お い て は影響 を及ぼ さ な かっ た。 SSR504734 お よ び ALX5407 の暗鳴反応 抑制 作用 に対 し
て strychnine は 0.2 mg/kg か ら 有意 に桔 抗作用 を示す こ と か ら 、 こ の効果 が strychnine単
独 投与 に よ る時 鳴反応 増加作用 を反映 し て い る可能性はない と考 え られ る 。
L-687,414 は 30 mg/kg 投与群 に お い て 母仔分離誘発時 鳴反応 を有意 に抑制 し た。 こ の
結果 は 、 GlyB ア ンタゴ‘ニ ス ト が 抗不 安様作用 を 持っ と す る他 の 報 告 と 一致 し て い る
（τ'rullas et al. ,  1989; Winslow et al., 1990）。 これ ら のデータ は、 GlyB の 活 性化 に よ っ て抗
不安作用 が得 られ る こ と はな い と い う仮説 を支持す る も の で あ る 。 L-687,414 は GlyB の部
分アゴ、ニ スト で あ る と 報告 され て い る （Priestley et al. ,  1998）が 、 アゴニ ス ト 作用 は 10%
以 下 と非常 に弱 く in vivo で は NMDA 受容体桔 抗作用 を示すこ と が 示唆 され て い る 。
Trickle bank ら （1994） は、 L-687 414 が様々 な動物モデル において用量 依存的 に抗痘肇 作
用 を示す こ と を報告 し てお り 、 さ ら に L-687,414 に よ る 抗痘壁 作用 は GlyB の も う一 つの 内
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在性アゴ、ニ ス ト で あ るn－セ リ ン の投与 に よ り 完全に措 抗 さ れ るこ と を示 し て い る 。 Gly T l
阻害薬 と は対照 的 に、 diazepam あ る い は escitalopram に よ る 母仔分離誘発時 鳴反応 抑制
作用 は strychnine に よ っ て桔 抗 さ れな か っ た。 こ の結 果 か ら、 GABAA受容体、 あ る い は
セロトニ ント ラ ン スポータ ー を介 し た抗不 安作用 に は、 GlyA は関 与 して い な い こ と が示唆
さ れ る 。
本研究は、 発達段階 の ラ ット 新生仔 を 用 い た試験で あ るこ と か ら、 臨床 に おけ る不 安、
すなわち、 成熟期 の哨乳類 の不 安 を反映 し て い る か否 か と い う点 に関 し て は疑問 が残 る 。
Gly Tl、 GlyA ま た は GlyB の発現量 が、 成熟 ラ ッ ト と 新生仔で極端 に異 な る場 合、 新生仔
におけ る 母仔分離誘発暗鳴反応 は Gly Tl 阻害薬の抗不 安様作用 を評価す る適切 なモデ、ル で
は な い可能性が あ る 。 Lall ら（ 2012） は、 10日齢 の マ ウ ス と 成熟マ ウ ス の脳幹 に おけ る、
Gly Tl お よ び GlyA の発現量を比較 し て い る 。 こ の報告に よ る と、 10日齢 の マ ウ ス 脳幹 に
お い て は、 Gly Tl は成熟マ ウ ス に比べ て発現量が 20%程 度高 く 、 GlyA は 20%程 度低 い こ
と が示 さ れて い る 。 ま た、 Suen ら （ 1998） は、 ラ ット 皮質 シナプ ス 後膜肥厚部 に おけ る
NRl サブユニ ット のタ ンパク質 発現量は 10日齢 の ラ ッ ト と 比較 し て 、 成熟 ラ ット で は
1.6倍程 度高 い こ と が示唆 さ れ て い る 。 こ れ ら の発現量の違 いが本研究の結 論 を覆 す こ と は
な い と考 え ら れ る が、 結 論 を さ ら に強固 にする ため に は、 明 暗箱 試験や高架式十字迷路 試
験な ど他 の抗不 安作用 評価試験 に お い て、 成熟 し た げ っ歯類 を用 い て検証 す るべ き で あ る
と考 え ら れ る 。
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第3章 GlyTl阻害薬のマウス成獣における抗不安様作用および
ラット海馬における細胞外グリシン濃度増加作用
3.1. 序論
ラ ッ ト 新生仔 を用 い た 母仔分離誘発 暗鳴反応 試験は、 既 存の 抗不安薬の効果 を 最 も感 度
良 く 検出 で き る 評価系 と し て 使用 さ れて い る 。 し か し な が ら、 未 成 熟の ラ ッ ト 新生仔 を用
い る点 に お い て、 成熟期 の晴乳類 の 不安 を反映 し て い る か、 ま た、 化 合物の 作用 を適正 に
評価 し得 る か疑問 が残 る 。 GlyTl 阻害薬の効果 を適正 に評価す る ため に は 、 標 的タ ンパク
質 で あ る GlyTl、 GlyA お よ び GlyB の 発 現量 ・ 分布・ 機能が成熟期 と発 達期 にお い て 同等
で あ る必要 が あ る 。 特 に GlyA に関 し て は、 発 達期 と 成熟期 にお い て その 機能が劇 的 に変化
す るこ と が 知 ら れ て い る 。 発 達期 に おけ る 中枢 神経では、 未 成熟神経細 胞 内 に高 濃度のク
ロ ラ イド イオ ンが存在 し、 GlyA は過 分極 で は な く 脱 分極 を生じ る（ developmental switch) 
(Lynch et al., 2004）。 発 達に伴 っ て神経細胞 内のクロ ラ イド イオ ン濃度が低 下 し、 成熟期 の
抑制性を示す よ う に な る の は、 生後 2 3週 と の 報告 も あ る（Avila et al., 2013）。
そこ で、 本章では、 成熟期 の マ ウ ス を用 いて 、 GlyTl 阻害薬の効果 を試験 し た。 さ ら に、
化 合物が脳 内 グ リ シ ン濃度 に与 え る影響 を microdialysis 法（ 微小透析 法） を用 いて評価 し
た。
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3.2.方法
(1） 使用 動物
明 暗箱 試験：日本チヤ ルー ス ・ リバ ー（ 東 京） よ り 購入 し た BALB/c 系雄性マウ ス（実
験開始時に 5週 齢） を 使用 し た。
microdialysis 試験： 日本チヤ ルー ス ・ リバ ー（ 東 京） よ り 購入 した Wistar 系雄性 ラ
ット （実 験開始時に 7週 齢） を 使用 し た。
動物は第 1 章と 同じ条件 に て飼育 し た。
(2） 薬物調整
SSR504734 は精製 水 に溶解 し 1規 定の 塩酸で pH を 6 7 に調整 し た。 明 暗箱 試験で
は試験の 30 分前 に SSR504734 (3、 10 ま た は 30 mg/kg） を マウ ス の腹腔 内 に投与 し、
microdialysis 試験では、 SSR504734 (3、 10 ま た は 30 mg/kg） を ラ ット に経口投与 し
た。 薬物 は用 時調整 し、 マウ ス に は 10 ml/kg 体重、 ラ ット に は 5 ml/kg 体 重の容量
で投与 し た。
(3） 明 暗箱 試験
明 暗箱 試験は、 蓋 の な い 明 箱 （ 15×20×20 cm） お よ び 蓋付 き の 暗箱 （ 15×10×20
cm） か ら 成 る アク リル 製 の 装置 を用 い て行 な っ た（ Fig. 11）。 明 箱 の照 度 は、 照 度計
(LX- 1330D； 株式会社カスタ ム、 東 京） を 用 い て 150 lux に設 定 し た。 マウ ス を 暗箱側
に 静 かに 入 れて 蓋 を 閉め 、 2 つ の 箱 を 5 分間自由 に 探索 さ せ、 そ の様子 を ビデオテ プー
に 録画 し た。 後 日、 明 箱へ の移動潜時、 お よ び明 箱 におけ る 滞在時間 を スト ップウ ォ ッ
チ で計 測 し た。
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Fig. 11 .  Schematic diagram of light-dark box test in mice. 
(4) microdialysis 法に よ る 細胞外 グ リ シ ン濃度 の測定
(4）・ 1 . microdialysis probe の 植 え込み
ラ ット を ソ ムノベ ンチル注射液 （ 50 mg/kg, i.p . 、 共立製 薬） に て 麻 酔 し 、 脳定位固
定 装置 （ 株式会社 成茂製 作所、 東 京） に固 定 し た。 頭 蓋 を 露 出 し てド リル に て穴 を
開け 、 microdialysis probe （膜長 5 mm、 エ イコ ム 、 京都） を海馬 に刺入 し た。 植 え
込み位置 は、 Paxinos and Watson の脳図譜 （ 1986） を 参考 に、 bregma よ り 5 mm
後方 、 5 mm 側方 の脳表面 よ り 7 mm の位置 に刺入 し た。 Probe は歯 科用セメ ント
で頭 蓋 に固 定 し 、 頭皮 を 縫 い合わ せた。 手術 後 、 ラ ッ ト を ケー ジ に戻し 、 麻 酔か ら
回復 さ せて動物飼育 室 に戻し、 翌日実 験に 用 い た。
(4）ー2. Microdialysis 
ラ ッ ト に 植 え込 ん だ microdialysis probe に濯流用チ ュ ブー （ 簡易 シーベルセ ッ ト 、
エ イコ ム） を 接続 し、 イ ンフ ュージョ ンポ ンプ （ CMA/100、 BAS、 東 京） を用 いて、
Ringer液 （ 147mM NaCl, 4.7 mM KCl, 0 .6  mM MgS04/2H 20, 2 .5 mM CaCb/2H 20, 
5 mM HEPES） を 1.5 µl/min の流速 で濯流 し た 。 フ ラク ショ ン ・ コレクター
(CMA/140、 BAS） を用 い、 30 分間 に流れ出 す 45 µl の潅流液 を 1フ ラク ショ ン と
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し て、 マ イクロチ ュ ブー に連続的 に回収 し た。 濯流直 後 は、 グ リシ ン が 安定 し な い
ため、 濯流開始から 1 時間 以上経過 し た 後 にサ ンプ リ ン グ を 開 始 し た。 サ ンプ リ ン
グ 開 始の 1 時間（ 2フラクショ ン回収 ） 後 に薬物 を投 与 し、 そ の後 6 時間 ま でサ ンプ
リ ン グ を行 い、 合計 14フラクショ ン を得 た。
(4)-3. 海馬濯流液中 の グ リシ ン濃度の測定
グ リ シ ン 濃 度 は 、 Piepponen and Skujins (2001） ら の手 法 を 改 良 し 、
0 ・phthalaldehyde (OPA） で誘導体化 後 に蛍 光検 出器付 き 高 速 液 体クロ マ ト グ ラフ
ィー （ HPLC）（ 株式会社 島津製 作所、 京都）（ 励振 波長340 nm、 放 出波長450 nm） を
用 い て測定 し た。 すなわち、 以下 の手順で、測定を行 っ た。 OPA (27 mg） を 0.5 ml の
メタノール に溶 か した後、 2-mercaptoethanol (20 µl) お よ び 0.4 M borate buffer 
(pH 9.3) (4.5 ml) を添加 し OPA 溶液 を 調 製 し た。 10 µl の濯流液 に 5 µl の 内 部標準
(40 nM homoserine） を添加 してサ ンプル 溶液 と し た。 OPA 溶 液 とサ ンブロノレ 溶液 の
混 合に は Autosampling injector M231XL （ エ イ コ ム） を 使用 し自 動 的 に行 っ た。 す
なわち、 15 µl のサ ンプル 溶液 に 15 µl の OPA 試薬 を添 加 し 6°C で反応 さ せ、 1 分
後 に混 合溶 液 から 15 µl を 分取 し て 35°C に維 持 し た 分析 カ ラ ム （YMC-Pack
ODS-AM, 75 x 4.6 mm ID, 3 µm particle size； 株式会社 YMC、 京都） に注 入 し た。
移動相 の流速 は 0.85 ml/min と し、 移動層A に は 13% (v/v） の acetonitrile と 1%
(v/v) tetrahydrofuran を含む 0.05 M phosphate buffer (pH 6 . 1） を、 移動層B に は
acetonitrile-tetrahydro五iran-water (70 : 1 :29, v/v） を 使用 し た。 移動層A を 6.5 分
間流 し た のち、 余 分な アミノ酸 を洗 い流すため 移動層B を 1 分間流 し、 そ の後移動
層A に再置換 し た。 1 サ ンブρル の測定時間 は 10 分であ っ た。 実 験毎 に 50 pmol の
アミノ酸標準 液 をキャ リプレ シーョ ン と し て注 入 し、 そ の後、 サ ンフ。ル の 測 定 を行
な っ た。 グ リ シ ン の 同 定、 定 量 に は PowerChrom integrator （ エ イコ ム） を 使用 し た。
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各アミノ酸は保 持時間 で同 定 し（ グ リ シ ン：6.5 min、 homoserine: 5.6 min）、 ピーク
高 を用 いて homoserine を 内 部標準 と し た 内部標準 法で定量 した。
(5） 統計解析
明 暗箱 試験：群聞 の 統計 学的有意性は、 一元配置 分散分析 を行 な っ た後、 Dunnett’s
multiple comparison test を 用 い、 vehicle投与群 と の 比較 に よ り解析 し た。
microdialysis： グ リ シ ン濃度のデ ータ は、 薬物投与 前の 2 時点 の グ リ シ ン濃 度 の平
均値 に対 する%で表 し、 各処置群 に対 し て各時点 での平均値 と 標準誤差 を 求め た。 投与
直 前のデ ー タ と投与 後 の全て のデ ー タ を 用 い て、 二元配置 分散分析 を行 な っ た後、
Dunnett’s multiple comparison test を用 い、 投与 後 の各 時点 と投与 直 前のデ ータ と の
比較 を行 な っ た。
全て の統計解析 は、 GraphPad Prism software version 6.0 for Windows (GraphPad 
Software, San Diego, CA） を用 い て行 い、 有意水準 は、 両側 5% と し た。
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3.3.結果
(1) SSR504 734 の 明 暗箱 試験に おけ る 作用
明 箱へ の移動潜時は、 3 あ る いは 10 mg/kg の SSR504734投与群 に お い て は変化 が
認め ら れ な かっ た が、 30 mg/kg投 与群 にお い て、 vehicle投 与群と 比較 し て 有意に増加
し た。 明 箱 におけ る 滞在時間 は、 3 あ る い は 10 mg/kg の SSR504734投 与群 に お い て
は変化 が認め ら れ な かっ た が、 30 mg/kg投 与群 に お い て、 vehicle投 与群と 比較 し て 有
意 に減少 し た （Fig. 12a, b）。
(2) SSR504 734 の細胞外 グ リ シ ン濃度に対す る 作用
Fig. 13 に SSR504734 の ラ ッ ト 海馬 細胞外 グ リ シ ン濃度 に対す る 作用 を示 し た。
SSR504734 は、 3、 10 お よ び 30 mg/kg の経口投 与 に よ り 、 用量 依存的 に ラ ッ ト 海馬
細胞外の グ リ シ ン濃度 を 増加 さ せた。 投与約 2 時間 後 に最大の増加 を示 し、 3、 10 お
よ び 30 mg/kg におけ る投与前値 に対す る 最大増加率 はそれぞ れ 136%、 151%お よ び
199%で、 あ っ た。 グ リ シ ン濃度の増加作用 は 30 mg/kg に お い て は投与 30 分後 か ら認め
ら れ、 全て の 用 量 に お い て 6 時間 後 ま で持続 した。
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Fig. 12. E仔ects of SSR504734 on the latency to light box or the time spent in light box in 
行i 1ce.
SSR504734 was admin istered intraperitoneally 30 min prior to the test. The latency to light 
box (a} or the time spent in light box (b} was measu red for 5 min.  Data are presented as 
mean ± S.E. M .  N = 8 per group. *P < 0.05, **P < 0.01, com pa red with the vehicle-treated 
control grou p (One-way ANOVA fol lowed by Dun nett’s test} .  
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Fig. 13. E仔ects of ora l admin istration of SSR504734 on the extracel lu lar glycine 
concentration in the h ip pocam pus of rats. 
Data are presented as mean ± S. E . M .  N = 3-5 per group. ホ p < 0.05， 村P < 0.01, com pa red 
with the pre-level of each group (Two-way AN OVA followed by Dun nett’s test} .  
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3.4.考察
本章の結 果 よ り 、 SSR504734 は、 5週 齢 の マ ウ ス を用 いた 明 暗箱 試験に お い て、 抗不 安
様作用 を示すこと が 明 ら か と な っ た。 ま た、 SSR504734 は、 7週 齢 の ラ ッ ト 海馬 にお いて、
経口投与 後 1 時聞 か ら 6 時間 ま で細胞外の グ リ シ ン濃度 を有意に増加 さ せた。
明 暗箱 試験は、 マ ウ ス の新奇環境 に対する 探索 欲 求と 明 る い場 所に 対す る嫌悪感情 と の
心理 的葛藤を利用 し た評価法で あ り （ Crawley and Goodwin, 1980）、 動 物 の不 安行 動評価
系 と し て 遺伝子改変 マ ウ ス の行 動解析や、 化合物 の抗不 安様作用 の検出 に用 い ら れ て い る 。
本評価法において、 SSR504734 は腹腔 内投与 に よ り 、 明 箱へ の移動潜時短縮お よ び明 箱 滞
在時間 増加 を示 し たこ と か ら、 抗不安様作用 を持つ こと が 明 ら か と な っ た 。 母仔分離誘発
時 鳴反応 試験で は未成熟 ラ ッ ト を用 いて い る ため、 成熟動物と の対比を論ず る 目 的 に お い
て は ラ ット 成獣 を 用 い て GlyTl 阻害薬が抗不 安様作用 を示すか否 か を検証 す る こ と が望ま
し い。 し か し な が ら 明 暗箱 試験は、 夜行 性の げ っ歯類 が生来持つ 明 る い場 所に対す る嫌悪
感情 を利用 し た試験であ り 、 過 去の報告 よ り （ Merlo・Pich and Samanin, 1989）、 マ ウ ス と
ラ ッ ト は本評価法 に お い て 同等 に 抗不安様作用 を 検出 し得 る と考 え ら れ て い る 。 ま た、
Nishikawa ら（ 2006） の報告に よ る と、 SSR504734 は、 6週 齢 の ラ ット を用 いた恐怖条件
付け試験において、 抗不 安様作用 を示す こと が 明 ら か と な っ て い る 。 GlyTl 阻害薬が成熟
し た げ っ歯類 に お い て 抗不安様作用 を示 し た こ れ ら の結 果 は、 ラ ッ ト 新生仔 に おけ る 母仔
分離誘発暗鳴反応 抑制が抗不 安様作用 を反映す る と し た第 2 章 の考 察 を 支持す る も の であ
る 。 成獣におけ る Gly'l'l 阻害薬 の抗不安様作用 が GlyA を介す る か否 かに つ い て は、 本研
究 で は未 検討であ り 、 今後 の検討課題で あ る 。
SSR504734 は ラ ッ ト 海馬 細 胞外 グ リ シ ン濃 度 を 用 量依存的 に 増 加 さ せ た こと か ら、
SSR504734 の抗不安様作用 は、 脳内 の細胞外 グ リ シ ン濃度の増加に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る
ことが 示唆 さ れた 。 GlyTl は後脳部 位 に 高 発現 し て い るこ と が 明 ら かと な っ て い るが、 本
試験結 果 よ り 、 前 脳部 位 に お い て も 発現 ・ 機能 し て い る こと が 明 ら かと な っ た 。 Perry ら
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(2008） は、 Dual probe microdialysis 法に よ っ て 、 GlyT l 阻害薬投与 後 の前 頭皮 質 と 小脳
の グ リ シ ン濃度変化 を 同時に測定 し、 GlyTl 阻害薬に よ る グ リ シ ン濃度の変化 は前 頭皮質
と 比較 し て小脳のほ う が高 く 、 効果 の持続 時間 も長いこ と を報告 し て い る 。 こ の結果 は、
GlyTl の発 現量を反映 し て い る と考 えられ る 。
日甫乳類 の中枢神経系 に お い て 、 GlyA は主 に脊髄、 脳幹 、 小脳 に豊富に発 現 し て お り 、 呼
吸 、 感 覚 ・ 運 動機能制御 な どの重要 な身体 機能調節 に関 わ っ て い る（Yevenes GE and 
Zeilhofer, 2011）。 し か し な がら、 近年 の研究では、 GlyA は後脳以外の皮質 、 海馬 、 側坐核 、
扇桃体 な どに も そ の存在が確 認 さ れて い る（ Dudeck et al., 2004; Jonsson et al., 2012）。 ラ
ッ ト を用 いた アル コ ルー 依存症モデ、ル にお い て 、 側坐核 に strychnine を局 所注 入 す るこ と
に よ り GlyTl 阻害剤 誘発ドパミ ン遊離が抑制 さ れたこ と から、 アルコール 依存形成に対 す
る側坐核 GlyA の関 与 が指摘 さ れて い る（ Lidる et al., 2011）。 本研究 に お い て得られた
GlyT l 阻害薬の GlyA を介 し た抗不安様作用 が 、 脳 内 の どの部位の GlyA を介 し てい る かは
未検討で あ る が、 GlyA が前 脳 に も発 現 し 、 ま た機能す る こ と を示 し たこ れらの知見 から、
前 脳部 位 に発 現す る GlyA が作用点 で あ る可 能性 も考 えられ る 。 GlyT l は、 情 動 に関連 す る
脳部位であ る 嘆球、 視床 下 部 、 扇桃体 、 中 脳水 道周 囲灰 白質 な ど に発 現が認められ る
(Harvey and Yee, 2013） ため 、 こ れらの部 位 に おけ る GlyA発 現量や 抗不安様作用へ の関
与 は、 今後の検討課題 と し て興味が持たれ る 。
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総括
本研究は、 GlyTl 阻害薬 に よ る 抗不安様作用 お よ びそ の 作用機序を、 げ っ歯類 を用 い て
薬理 学的 に解析 す るこ と を 目 的 と し た。
第 1 章では、 ラ ッ ト 新生仔を用 いた母仔分離誘発時 鳴反応 の基礎 的 な条件検討を行 っ た。
母仔分離誘発暗鳴反応 は、 げ っ歯類 におけ る 不安の指標 と し て確 立さ れて お り 、 既 存の抗
不安薬の作用 が 最 も高感 度 に検出 で き る 評価系 で あ る 。 本研究に お い て、 こ の試験 を 用 い
る に あ た り 、 ラ ッ ト 新生仔の 日齢 に よ る 暗鳴反応 の変化 、 お よ び母仔分離か ら の時間 に よ
る 暗鳴反応 の変化 を調べ た。 そ の結 果、 最 も時 鳴反応 回数 が多い条件 と し て、 10 日齢 の仔
ラ ット、 母仔分離直 後 の 3 分間 で あ る こ と が 明 ら か と な っ た。
第 2 章では、 母仔分離誘発時 鳴反応 に対す る GlyTl 阻害薬 の 作用 を検討 した。 さ ら に、
GlyTl 阻害薬の作用機序解 明 を 目 的 と し て、 暗鳴反応 抑制作用 に対す る GlyA ア ンタゴ、ニ ス
ト strychnine あ る い は GlyB ア ンタゴ、ニ ス ト L-687,414 の桔 抗作用 について検討 し た。 第
1 章で決 定 し た条件 に おい て 、 既 存の抗不安薬であ る diazepam お よ び escitalopram が暗
鳴反応 抑制作用 を示 し たこ と か ら、 本実 験条件 は、 臨床 に おけ る 抗不安作用 を検出可 能で
あ る こ と が 示唆 さ れ た 。 本 評価 系 に お い て GlyTl 阻 害薬 で あ る SSR504734 お よ び
ALX5407 は暗鳴反応 抑制作用 を示 し たこ と か ら、 既 報 と 同様、 GlyTl 阻害薬は抗不安作用
を持つ可能性が示唆 さ れた。 GlyTl 阻害薬 に よ っ て抑制 さ れた時 鳴反応 は、 strychnine に
よ っ て桔 抗 さ れた一 方、 diazepam お よ び escitalopram に よ っ て抑制 さ れた暗鳴反応 は、
strychnine に よ っ て桔 抗 さ れな か っ た。 さ ら に、 SSR504734 に よ る時 鳴反応 抑制作用 は、
L-687,414 に よ っ て桔 抗 さ れな か っ た。 本章の結 果 よ り 、 GlyTl 阻害薬 の母仔分離誘発時 鳴
反応 抑制作用 は、 GlyB ではな く GlyA を介す る こ と が 明 ら か と な っ た。 ま た 、 既 存の抗不
安薬であ る diazepam お よ び escitalopram の母仔分離誘発時 鳴反応 抑制作用 は GlyA を
介 さ な い こ と が 明 ら か と な っ た。
. 35 ・
第 3 章では、 成熟マ ウ ス を 用 い た 明 暗箱試験に よ り 、 SSR504734 の抗不安様作用 を検
討 し た。 さ ら に、 SSR504734 の ラ ッ ト 海馬 にお け る 細胞外 グ リ シ ン濃度 を microdialysis
法にて測定 し た。 SSR504734 は、 明箱への移動潜時 を短縮 し 、 明箱滞在時間 を 増加 さ せた
こ と か ら 、 抗不安様作用 を有す る こ と が示唆 さ れた。 SSR504734 が成獣 を用 い た評価系 に
おいて も 抗不安様作用 を示 し た こ と は、 新生仔にお け る GlyTl 阻害薬の母仔分離誘発暗鳴
反応抑制作用 が 、 抗不安様作用 を反映 し て い る と い う 考察 を支持す る も の で あ る 。 ま た 、
SSR504734 は ラ ッ ト 海馬細胞外 グ リ シ ン濃度 を用 量依存的 に増加 さ せた。 SSR504734 の
抗不安様作用 は 、 脳 内 の細胞外グ リ シ ン濃 度 の 増加 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る こ と が示唆 さ
れた。
以上の検討よ り 、 GlyT l 阻害薬は脳細胞外 グ リ シ ン を増加 さ せ る こ と で抗不安様作用 を
示 し、 そ の作用機序は GlyB では な く GlyA を介 して い る こ と が示唆 さ れた。 現在、 い く つ
かの Gl円1 阻害薬が、 統合失調症 ・ 強迫性神経障害 ・ う つ病 な どの疾患治療薬 と して 臨床
開発 中 で あ る （Umbricht et al., 2014; ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01674361）。 最近
の 報 告 で は 、 sarcosine が う つ 病 患 者 に 対す る 臨 床 試 験 に お い て 17-item Hamilton 
Depression Rating Scale の う ち psychiatric anxiety よ る 評価項 目 を有意に改善 し た こ と が
報告 さ れて い る （Huang et al., 2013）。 こ の よ う に GlyTl 阻害薬は、 臨床 に お い て 抗不安
作用 を示す可能性が あ り 、 そ の作用機序は、 従来考 え ら れて き た GlyB に よ る 神経伝達促進
で は な く GlyA を介す る神経伝達抑制 であ る こ と が本研究 に お いて示唆 さ れた。
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